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aeruginosa.

Opfindelsen angdr en fremgangsmide af den 1 kravets indledning an-
givne art til fremstilling af en vandig X-globulinoplzsning til
terapeutisk anvendelse mod infektioner af Pseudomonas aeruginosa,
hvilken ¥-globulinoplesning udviser hmmagglutinin (HA)-titere pé
mindst 1:28 for OEP (originalt endotoxin protein)-antistof, mindst
1:32 for elastase-antistof og mindst 1:64 for protease-antistof,

Pseudomonas aeruginosa har medfert forskellige problemer inden for
det medicinske omrdde som en reprmsentativ pathogen for opportu-

nistiske infektioner, som er blevet genstand for mere opmerksomhed
med det betydelige fremskridt inden for den medicinske behandling

i dag.
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Infektionssygdomme med denne bacillus forekommer ofte og er alvor-
lige i tilfelde af fysiologisk immunoinsufficiens hos nyfedte
babyer, reduceret immunofunktion hos patienter, som lider af
cancer, leukzmia, transplantation og skoldning m.m., sdvel som

ndr immunofunktionen inhiberes ved legemiddelbehandling med ste-

roid, azathioprin, osv.

Nogle f& antibiotica over for Ps. aeruginosa er blevet udviklet
for nylig, men de udviser nzppe nogen effektivitet i tilfelde af
insufficiens eller smznkning af legemets immunofunktion.

Derfor er der et sterkt gnske om kemoterapi, immunoterapi eller
samtidig anvendelse af begge terapier.

I immmoterapien er OEP (origanalt endotoxin protein), et alminde-
ligt antigen, som er indeholdt i enhver Ps. aeruginosa, og som efter
vaccination forhindrer alle infektionssygdomme forarsaget af denne
bacillus uden hensyn til arten af Ps. aeruginosa-serotyper (13 ar-
ter eller mere er blevet fundet til i dag), blevet isoleret og navn-
givet af opfinderne i denne sag og er allerede blevet anvendt (f.eks.
den offentligt tilgengelige japanske patentansggning nr. 4092/73

og Jap. Exp. Med. 42, 23-34, 1972 og US patentskrift nr. 3 928 565).

P& den anden side er der nogle stammer af Ps. aeruginosa, som pro-
ducerer enzymerne elastase og protease ekstracellulert, men disse
enzymer produceres ikke af enhver stamme af Ps. aeruginosa, og den
producerede mengde er ikke konstant, selv hvis de produceres. Det
er almindelig kendt, at stammer, som producerer disse metaboliske
stoffer i mere udbredt grad fordrsager mere alvorlige pathologiske
komplikationer, f.eks. corneal ulcus, blgdende pneumonia, blgdning
fra den gvre del af tyndtarmen, septicemia osv. Foruden OEP-anti-
stof er der fundet antistoffer for disse enzymer i serum af dyr
med sygdomme, der skyldes infektion med bakterier, som producerer
disse enzymer. Hvad angdr det ferstnzvnte enzym, elastase, er dets
fremstillingsméde og egenskaber rapporteret af opfinderne i denne
sag i Japansk fremlmggelsesskrift nr. 27315/65 og J. Biol. Chem.
240, 3295 - 3304 (1965).

Fremgangsméden til fremstilling af det sidstnzvnte enzym, protease,
og dets egenskaber er blevet beskrevet af opfinderne i Japansk frem-
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leggelsesskrift nr. 27315/65 og Biochem. Biophys. Acta, 73, 113-124,
125-131 (1963); 92, 351-360, 361-366 (1964); 309, 4l4-429 (1973).

Den samtidige anvendelse af kemoterapi og immunoterapi er allerede
blevet udfert, men viser ringe effektivitet, nér vertens immuno-
funktion falder og resulterer i insufficiens af immunofunktionen.
Med andre ord kan vaccine ikke vare effektiv ved en s&dan tilstand,
og antibiotica, som kun medfgrer bakterieinhiberende virkning, viser
ringe effektivitet, med mindre der indgives en stor dosis, som imid-
lertid ken frembringe nogle bivirkninger.

P4 den anden side har en samtidig anvendelse af humant
immunoglobulin og antibiotica veret fbrszgt til forhindring

og behandling af infektionssygdomme fordrsaget af Ps. aeruginosa
(f.eks. Fujii et al: abstract of 4th Ps. aeruginosa Research meeting
83 - 87, 1970, Shibata et al. Chemotherapy, 18, 991 - 999, 1971).
Men det m& bemmrkes, at ifelge de foreliggende opfinderes resulta-
ter, findes kun et spor af OEP-antistof, og mengden af antistof

for de ovennsvnte elastase bg protease er si ringe, at den ikke

ken konstateres i kommercielt humamt immunoglobulin. -

Fra GB patentskrift nr. 1 155 683 kendes en fremgangsmide til frem-
stilling af en steril vandig §-glebulincplesning til anvendelse ved
immunoterapi over for infektioner af Pseudomonas seruginosa, hvor-
ved humant serum eller plasma, udvundet fra'sunde personer (blod-
donorer) som har féet indgivet polyvalente antigener fra to eller
flere bestemte stammer af Pseudomonas aeruginosa, renses péd kendt
m&de, f.eks. ved Cohns kold-ethanol-frektioneringsmetode eller ved
ammoniumsulfatmetoden. ' T

Immunoterapi med de tidligere fremstillede X—globulinpraparater
har imidlertid ikke altid vist sig effektive over for alle tilfwml-
de af Pseudomonas aerugingsa-infektioner, og det skyldes, at man
ved den kendte teknik hovedsagligt har anvendt intracellulsrt
toxin, iser OEP (originalt endotoxin protein), til immunisering
af bloddonorerne. o

Imidlertid har det ifglge opfindelsen overraskende vist sig, at
der er mikroorgenismer, som ekstracellulsrt préducérer sédanne
enzymer som elastase og protease, der har en hgj toxicitet og for-
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&rsager corneal ulcus, hzmoragisk pneumonia og septiczmia.

Opfindelsens formdl er at tilvejebringe en fremgangsméde til frem-
stilling af et a-globulinpraparat som foruden en n@dvéndig mindste
HA-titer med hensyn til OEP-antistof ogsd indeholder ngdvendige
mindste HA-titere med hensyn til elastase-antistof og protease-an-
tistof, og som derfor er effektivt over for alle Pseudomonas aerugi-

nosa infektioner.

Dette opnds med fremgangsmiden ifglge opfindelsen, som er ejendom-
melig ved det i kravets kendetegnende del anferte.

De bedste resultater opnds, ndr den vandige ¥-globulinoplegsning
fremstilles siledes, at den indeholder 15-17% af det nzvnte Y-
globulin.

Humant ¥-globulin kan fremstilles ved enhver velkendt fremgangsméde
til opndelse af ¥-globulin ud fra humant plasma, idet der velges
s&danne plasma med heje indhold af OEP-antistof, elastase-antistof
og protease-antistof, dvs. HA-titere p& mindst 1:32 for OEP-anti-
stof, mindst 1:8 for protease-antistof og mindst 1:8 for elasta-
se-antistof. I det normale humane plasma findes 1:8 (HA-titer)

for OEP-antistof, men indholdet af protease- og elastase-anti-
stof er mindre end den konstaterbare kritiske koncentration, og
ingen humane immunoglobuliner, fremstillet ud fra det, viser HA-
titere for de tre arter af antistoffer, som opnis ved fremgangs-
mé&den ifelge opfindelsen.

Derfor anvendes ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen plasma-
eller serummateriale med sddanne hejere HA-titere med hensyn til
de ovennmvnte antistoffer, udvundet fra sunde personer, som en
gang har 1lidt af Ps. aeruginosa-infektion, eller fra sunde per-
soner, hvis blod udviser hsje HA-titere med hensyn til OEP-,
protease- og elastase-antistoffer som resultat af indgivning af
vacciner af OEP, protease og elastase af Ps. aeruginosa, med an-
vendelse af en enkelt art eller blanding af to eller flere arter
af humant plasma efter forudgéende bestemmelse af HA-titere

for de formmvnte tre arter af antistoffer i plasma. ¥-

globulin opnés wed rensning af dette materiale ved almindelige
fremgangsmader, f.eks. Cohn's kold-ethanol-fraktioneringsmetode

eller ammoniumsulfat-fraktioneringsmetoden.
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HA-titeren for antistoffer, som er omtalt i denne beskrivelse, er
beskrevet i "Pseudomonas aeruginosa and its infections" (1975,
published by Bunkodo) side 355 - 359, og vist som titer bestemt

ved metoden pé& basis af passiv hmmagglutination med henholdsvis OEP,
protease og elastase som antigener.

Fremgangsmdden er som felger:

Fareerythrocyter behandles med CO-gas og inkuberes i 0,6% formalin
i 24 timer ved 37°C. Der tilsettes tanninsyre oplest i phosphat-
pufret saltoplesning i en koncentration p& 1:100 000 til et lige

s& stort volumen 2% cellesuspension, og blandingen inkuberes i

15 minutter ved 37°C. Derp& opsamles cellerne ved centrifugering.
Til de sdledes opndede garvede celler ssttes et lige s& stort vo-
lumen OEP-, protease- eller elastase-oplesning, og blandingen in-
kuberes i 15 minutter ved 37°C. Derpd vaskes cellerne med fortyn-
dingsmidlet to gange. S8ledes fremstilles sensitiverede celler.
Hemagglutinin (HA)-titeren mdles ved passiv hemagglutinations-reaktion
med cellerne og udtrykkes som den reciprokke vaerdi af den maksimale
globulinfortynding, hvorved hmmagglutinationen finder sted efter 18
timers henstand ved stuetemperatur. Detaljerne er beskrevet af
Tomiyama et al. i Jap. J. Exp. Med. 43 (3) 183 - 189 (1973) for
OEP, i Jap. J. Exp. Med. 45 (5) 361 - 365 (1975) for protease og
elastase.

Immunoglobulin-oplesningen, fremstillet ved fremgangsmdden ifelge
opfindelsen, anvendes med fordel medicinsk som en vandig oplesning
indeholdende 150-170 mg/ml ligesom det humene immumm-x-globulin
ifglge den Jjapanske pharmacopé og tillades at indeholde en pro-
teinstabilisator, s&som aminoeddikesyre, og konserveringsmidler,
s&som thimerosal, i oplesningen. Et indhold af hvert antistof med
hojere HA-titer er mere effektivt, og 1:200 eller mere for OEP-
antistof og 1l:64 eller mere for protease-antistof og elastase-an-
tistof er fordelagtigt. Endvidere kan man ved at behandle dette
materiale med pepsin eller plasmin eliminere immuno-globulinets kom-
plement-bindende evne, og der kan opnds ¥-globulin, som stadig be-
varer antistof-ak:ivitet, til intravenss injektion.

Den ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen fremstillede immuno-¥-
globulin-oplesning udviser bemmrkelsesverdig effektivitet sammen-
lignet med immuno-¥-globulin ifelge den japanske pharmacopé, nér
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den indgives i kombination med kemoterapien, f.eks. 3',4'-dideoxy-
kanamycin B (DKB). Effektivitetsforholdet iagttaget p& basis af
ED50 viser tydeligt en signifikant forskel sammenlignet med DKB
alene og immuno-¥-globulin ifelge den Jjapanske pharmacopé alene.

Den vandige ¥-globulin-oplesning fremstillet ved fremgangsmaden
ifelge opfindelsen anvendes til behandling af alvorlige infektions-
sygdomme, s&som human corneal ulcus, intraperitoneale infektions-
sygdomme, septicemia og meningitis fordrsaget af Ps. aeruginosa,
for hvilke anvendelsen af en hvilken som helst kemoterapi sammen
med den almindelige immunoterapi ikke er effektiv.

Som daglig dosis kreves 150 mg (1,0 ml)/kg som intramuskulsr in-
jektion, men patientens forhold skal tages i betragtning for at be-
stemme doseringen og indgivningshyppigheden.

De efterfeolgende eksempler tjener til nmrmere at belyse fremgangs-
maden ifplge opfindelsen og viser forseg til bekrzftelse af effek-
tiviteten af den fremstillede immuno-y¥-~globulin-oplgsning.

Den ledsagende tegning er en kurve, som viser resultatet af for-
sogseksemplet, idet helbredelsesgraden er afsat langs ordinaten

efter en logaritmisk mdlestok, og den indgivne mzngde (/ug/mus)

af DKB er afsat langs abscissen efter en logaritmisk médlestok.

EKSEMPEL

Ammoniumsulfat sattes til 500 ml fremstillet sundt humant plasma med
1:32 (HA-titer) OEP-antistof, 1:8 (HA-titer) protease~-antistof og
1:8 (HA-titer) elastase-antistof, s8ledes at der blev opndet 22% met-
ning, og det resulterende bundfald blev isoleret fra overvesken, hvortil
der yderligere sattes ammoniumsulfat, indtil der var opndet 33%
metning. Dette bundfald blev oplest i en passende msngde vand, og
den ovennzvnte fraktionering med ammoniumsulfat blev gentaget med
denne oplegsning. Som endeligt bundfald blev opndet 200 g (som ter
vegt) ¥-globulin, som blev torret og oplest i vand til fremstilling
af en oplegsning pa 150 mg/ml, og denne vandige oplesning blev op-
delt i portioner pd 1 ml hver, hvis HA-titere var 1:200 for OEP-
antistof, 1:64 for protease-antistof og 1:64 for elastase-anti-

stof.
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FORS@GSEKSEMPEL

Effektivitetsforholdet p& corneal infektionssygdom hos mus, fordr-
saget af levende bakterier, blev bestemt med henholdsvis humant
immunoglobulin ifglge den japanske pharmacopé ( ¥ -globulin-indhold
150 mg/ml, OEP-antistof-HA-titer 1:8 eller mindre, protease-anti-
stof-HA-titer og elastase-antistof-HA-titer er mindre end den kri-
tiske bestemmelige koncentration) og den ved fremgangsméden ifelge
opfindelsen fremstillede ¥-globulinoplesning ( X-globulin—indhold
156 mg/ml, OEP-antistof-HA~titer 1:200, protease-antistof-HA-titer
1:64, elastase-antistof-HA-titer 1:64) ved brug sammen med anti-
Ps. aeruginosa-antibioticummet, 3',4'-dideoxykanamycin B (DKB).

Bestemmelsen blev udfert i overensstemmelse med den metode, som er
beskrevet i den japanske J. Exp. Med. Vol. 44 (1974), side 435 - 442,

dd-Y-hunmus (5 uger) blev brugt som forsegsdyr. Musene blev opdelt

i grupper, hvoraf fem grupper blev behandlet ved subcutan injektion
med 0,1 ml kommercielt humant immunoglobulin, fem grupper blev inji-
ceret med 0,1 ml af den ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen frem-
stillede ¥~globulin-oplesning, og fem grupper var ubehandlede,
hvorved hver gruppe bestod af seks mus, og der blev anvendt 90

mus ialt.

Efter 18 timer blev hver mus intramusculsrt injiceret med 0,2 ml
DKB-oplegsning, fremstillet ved at oplese DKB i fysiologisk salt-
vand i koncentrationer pd 400 /ug, 200 /ug, 100 /U 50 /U8 08

25 /ug pr. 0,2 ml, hvorefter disse mus blev bedsvet med ether. Derpé
blev cornea beskadiget med en ndl (sterrelse 1/4) til subcutan in-
Jjektion under et stereomikroskop for at frembringe en infektion ved
indfgrelse af 0,01 ml af en lO7 celler/ml suspension af Ps. aerugi-
nosa IF0-1210 stamme, som producerer elastase og protease.

Graden af beskadigelse i cornea hos hver mus blev iagttaget 5 dage
efter infektionen og bedemt efter en gradskala pd 1-8 ifelge gra-
derne af corneal opacitet, abces og ulcus. 1 betegner ingen patho-
logisk sndring, 2 betegner, at der lagttages en meget svag opacitet
i det corneale center, 3 betegner, at der iagttages en tydelig opa-
citet i1 det corneale center, 4 betegner, at der ilagttages en opa-
citet i hele cornea-delen, men at der kan findes transparens i for-~
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kammeret, 5 betegner, at der iagttages en hsjere grad af opacitet i
centeret og ikke findes nogen transparens, 6 betegner, at der iagt-
tages opacitet i hele omrédet og findes en absces 1 centeret, 7 be-
tegner, at der lagttages tydelig opacitet, som strekker sig over
hele omrédet, og findes en absces 1 centeret, og 8 betegner, at der
iagttages ulcus over hele cornea. S&ledes kan graderne 1-2 betrag-
tes som helbredt.

Resultaterne af dette forsgg er vist i tabel 1. EDBO og effektivitets-
forholdene blev opndet ved Litchfield-Wilcoxon's metode (J. Pharmacol.
Exp. Therap. 96, 99 - 113, 1949), og dette forsegsresultat er vist

i tabel 2 og pd tegningen.
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TABEL 2

ED50 og effektivitetsforhold

Effektivitetsforhold
| 'Kommercielt
ED50 DKB alene humant immuni-
seret globulin
Ifelge opfindel- 7
sen fremstillet 90 /ug 3,00 1,80
¥-globulinoples- ' :
ning

Kommercielt hu-
mant immunise- 400 /ug 0,73 -
ret globulin ' '

DKB alene - 620 /ug - 0,73

(Forhold som viser nogen signifikant forskel er
1,00 eller mere) : .

Patentkrarv:

Fremgangsmdde til fremstilling af en vandig ¥-globulinoplesning
til terapeutisk anvendelse mod infektionef af Pseudomonas aeru-
ginosa, hvilken X -globulinoplesning udviser hemagglutinin(HA)-
titere p& mindst 1:128 for OEP(originalt endotoxin protein)-anti-
stof, mindst 1:32 for elastase-antistof og mindst 1:64 for pro-
tease-antistof, hvilken fremgangsmidde er af den art, hvorved
humant serum eller plasma, udvundet fra sunde personer med for-
oget antistofindhold, underkastes en fraktionering pd i og for
sig kendt made ved Cohns koldrethanol-fraktioneringsmetode eller
ved ammoniumsulfat-fraktioneringsmetoden, k e n detegnet
ved, at der som udgangsmateriale anvendes serum eller plasma

med HA-titere p& mindst 1:32 for OEP-antistof, mindst 1:8 for pro-
tease-antistof og mindst 1:8 for elastase-antistof.

Fremdragne publikationer:
Britisk patent nr. 1155683.
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